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Abstract of EP0496649 

Extract of Hamamelis leaves, which contains gallic tannins, phenolic acids such as gallic acid and caffeic 
acid, and flavonoids such as kaempferol, quercetin and quercitrin, the average content of gallic tannins 
being from 30 to 40% and the average content of gallic acid being from 0.3 to 5% based on the dry 
residue of the extractive solution. 
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(§) Extraits de feuilles d'Hamamelis, leur preparation et ieurs applications. 

(57) Extrait de feuilles d'Hamamelis, caract6rise en ce qu'il contient des tanins galliques, des acides 
ph6noliques teis que Tacide gallique et I'acide cafeique et des flavonoides, tels que le kaempf6rol, la 
querc^tine et la quercitrine, la teneur moyenne en tanins galliques etant de 30 a 40 % et la teneur 
moyenne en acide gallique etant de 0,3 a 5 % par rapport au residu sec de la solution extractive. 
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La presente invention a pour objet des extraits de feuilles d'Hamameiis, leur preparation et leurs applica- 
tions. 

L'Hamameiis, Hamam6lis virginiana L., est un arbre de 3 d 4 metres de haut. Les feuilles sont entires et 
petioiees. Le limbe est ovale, aigu au sommet, nettement asymetrique & la base. 
5 La composition chimique des feuilles est la suivante : 

- huiles essentielles (choline) 

- acides ph6noiiques (acide gallique, acide caf6ique) 

- phenols (catechol) 

- h6terosides flavoniques (kaempferol, quercetine et myricetine) 

10 - tanins galliques (P-hamameiitanin et esters galliques du glucose). 

Les extraits de feuilles d'Hamameiis obtenus selon le proc6d6 de I'invention sont caract6ris6s par la pre- 
sence de tanins galliques, par la presence de flavonoTdes tels que le kaempferol, la quercetine et la quercitrine, 
et par la presence d'acides ph6noliques tels que acides gallique et cafeique. 

Les extraits de I'invention sont caracteris6s par le fait qu'ils contiennent des tanins galliques, des acides 
15 phenoliques, tels que acides gallique et cafeique, et des flavonoTdes, la teneur en tanins galliques etant de 30 
d 40 % et la teneur en acide gallique etant de 0,3 & 5 % par rapport au rSsidu sec. 

Selon I'invention, ou soumet les feuilles d'Hamameiis sfeches ou fraTches, broy6es ou pulv6ris6es, & une 
extraction par un solvant tel que I'eau, un alcanol en C r C A , I'acetone ou le propyieneglycol, ou un melange de 
ces solvants. Parexemple, on peut utiliserun melange alcanol Ci-C^eau ou un melange ac6tone/eau en pro- 
20 portions de 96/4 & 30/70 en volume. On peut egalement utiliser un melange propyl6neglycol/eau dans des pro- 
portions de 100/10 d 40/60 en volume. 

La quantity de solvant d'extraction utilis6e est egale & 4 & 20 fois le poids de feuilles d'Hamameiis. On 
effectue ['extraction 6ventuellement sous agitation £ une temperature situ6e entre 10°C et rebullition du sol- 
vant. La dur6e de ('extraction est de 2 £ 80 heures. 
25 On concentre eventuellement les solutions extractives. Les concentrats obtenus sont eventuellement 

sech6s, soit en etuve sous vide, soit par n6bulisation, soit par lyophilisation, soit par sechage d I'aide d'un s6- 
cheur-reacteur cylindrique. 

Les extraits de feuilles d'Hamameiis obtenus selon le proc6d6 de I'invention sont caracteris6s par la pre- 
sence de tanins galliques, par la presence de flavonoTdes tels que le kaempferol, la quercetine et la quercitrine, 
30 et par la presence d'acides phenoliques tels que acides gallique et cafeique. 

On caracterise les constituants des extraits de I'invention d I'aide des experiences suivantes : 
On soumet une'solution ethanolique d'extraits de feuilles d'Hamameiis obtenue selon I'invention d la reac- 
tion & la cyanidine selon SHIBATA (Shibata. K., Nagai. I., Kishida. M., 1916, Journ. Biol. Chem. 28, p. 93). 
Cette reaction de reference, caracteristique des flavonoTdes & Texception des chalcones et des isoflavones, 
35 s'effectue sur les extraits en solution & 5,0 % dans rethanol d 96 % v.v. Apr6s agitation et filtration, on ajoute 
3 ml d'acide chlorhydrique concentre & 5 ml du filtrat. L'addition de tournure de magnesidum provoque I'appa- 
rition d'une coloration rouge et d'un degagement d'hydrogene caracteristiques des flavonoTdes. Cette colora- 
tion s'intensifie par ajout d'alcool amylique. 

On met en presence une solution hydroalcoolique d'extraits de feuilles d'Hamameiis selon I'invention et une 
40 solution de cyanure de potassium (KCN). La solution se colore alors en orange, coloration caracteristique de 
I'acide gallique. La meme solution donne ensuite un precipite caracteristique des tanins. 
Une solution hydroalcoolique d'extraits de feuilles d'Hamameiis obtenue selon I'invention et contenant 10,0 % 
de chlorure ferrique (Fe2C16) precipite. Ce precipite, de couleur bleu-noir, est caracteristique des tanins galli- 
ques. Les flavanoTdes et I'acide gallique sont identifies par chromatographic couche mince sur silice. La phase 
45 mobile est alors constituee d'un melange de n-pentanol, d'hexane, d'acide acetique glacial et d'eau, dans une 
proportion 35-1 0 d 35-1 5. Apres migration, la r6v6lation par une solution de chlorure d'aluminium ou de chlorure 
ferrique d 2,0 % dans I'alcool permet d'identifier le kaempferol, la quercetine, la quercitrine et I'acide gallique. 
On dose les tanins par spectrophotom6trie apres reaction avec I'acide phosphotungstique, avant et apres 
adsorption sur poudre de peau. Cette technique de dosage est d6velopp6e dans la Pharmacop£e fran$aise 
so Xeme edition pour le dosage des tanins dans les racines de ratanhia. Les teneurs en tanins dans les extraits 
obtenus selon ('invention varient de 30 d 40 % par rapport d la poudre pour un extra it sec, et par rapport au 
residu sec pour un extrait liquide. 

L'acide gallique est dose par chromatographic liquide haute performance. La colonneutilis6e estde type silice 
phase greffee C.18, la phase mobile est compos6e de proportions variables d'eau, de methanol et d'acide ace- 
55 tique, le debit est de 1 millilitre par minute, la detection s'effectue & 254 nm. 

Les teneurs en acide gallique varient de 0,3 & 5,0 % selon la nature des extraits obtenus selon I'invention. 
Les exemples suivants illustrent I'invention. 
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Exemple 1 . 

On introduit dans un rEacteur 1 kg de feuilles d'HamamElis prEalablement broyEes et 10 litres d'eau. On 
porte le mElange k Ebullition pendant 3 he u res. On filtre, puis on concentre le filtrat sous vide k 60°C jusqu'& 
5 ce que Ton obtienne un concentrat de 1 kg. On seche ce concentrat k I'Etuve sous vide k 80°C t puis on le broie. 
On obtient une poudre marron foncE. 

On met en Evidence les flavonoVdes tels que le kaempferol, la quercetine et la quercitrine par chromatographie 
sur couche mince. On agit de meme pour les acides phenoliques tels que I'acide gallique et I'acide cafeique. 
On caractErise Egalement ces substances par une rEaction d'identification. Les tan ins sont dosEs par spectro- 
10 photomEtrie. Leur teneur moyenne est de 30 %. La teneur moyenne en acide gallique est de Tordre de 5 %. 

Exemple 2 . 

On introduit 500 grammes de feuilles d'HamamElis prEalablement broyEes dans un rEacteur agite avec 
15 2,5 I d'Ethanol k 30 %. On maintient ('agitation pendant 2 heures. Par filtration, on rEcupEre la solution Etha- 
nolique, de couleur brune. Dans cette solution, on identifie par chromatographie sur couche mince tes flavo- 
noVdes et les acides phenoliques. On dose la teneur en tanins par dosage spectrophotomEtrique : etle est de 
40 % en moyenne par rapport au residu sec de la solution. La teneur moyenne en acide gallique est de 4,0 % 
par rapport au residu sec de la solution. 
20 On a teste I'activite des extraits de feuilles d'HamamElis selon I'invention pour mettre en Evidence une acti- 

vitE filtre U.V.B. et une activitE anti-radicalaire. 

L'activitE filtre U.V.B. des extraits obtenus selon I'invention est dEmontrEe k partir des observations suivantes : 

le spectre U.V. des extraits sees ou concentrEs de feuilles d'HamamElis solubilisEs dans une solution aqueuse 

ou hydroalcoolique, ainsi que des extraits liquides, prEsente une zone d'absorption situEe entre 200 et 340 nm 
25 avec 2 maxima. Le premier situE entre 200 et 220 nm, le second entre 260 et 290 nm. 

Ce dernier pic se situe dans la zone U.V.B. Les extraits obtenus selon I'invention absorbent done dans la zone 

U.V.B. lis peuvent done Etre utilisEs comme filtres U.V.B. 

Les extraits obtenus selon I'invention prEsentent Egalement des activitEs anti-radicalaires. Ces actrvitEs 

ont pu etre dEmontrees in vitro par deux methodes de dosage. 
30 La premiEre mEthode devaluation a EtE rEalisEe sur un radical libre, le diphEnylpicrylhydrazine hydrate qui 

absorbe dans le violet k 513 nm. (Lamaison J.L., Petitjean-Freytet C, Camat P, Carnat A, 1988, Plantes MEdi- 

cinales et PhytothErapie, 22, (4), p 231-234). 

Un composE anti-radicalaire, piEgeur de radicaux libres entraine une diminution de la densitE optique : I'activitE 
anti-radicalaire d'une substance est exprimEe en pourcentage de I'absorbance du diphEnylpicrylhydrazine 
35 hydrate. 

Dans ces conditions de test, un extrait de feuilles d'HamamElis a une activitE anti-radicalaire comparable d la 
vitamine E qui est la substance de rEference la plus utilisEe. 
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Temoins Concentration (mg/ml) % Attenuation 

Vitamine E 0,01 9 

0,05 28 

0,1 61 

0,5 95 

1 96 

Cynar ine 0,01 16 

0,05 60 

0,1 89 

0,5 94 

1 96 

Extrait hydroalcoolique 
atomise d ' hamamelis 



0,01 13 

0,05 43 

0,1 82 

0,5 95 

30 1 96 



On a pu 6galement 6valuer I'activite anti-radicalaire sur I'anion superoxyde g6n6r6 par la reaction du NADH 
35 (Nicotinamide Adenine Dinucteotique) sur le PMS (Ph6nazine M6thosulfate). (Roback J., Grylewski RJ, Bio- 
chemical Pharmacology, 1988, 37, (5), p 837-841). L'anion superoxyde provoque la reduction du NBT (Nitro- 
bleu de T6trazolium) en diformazan, de coloration bleue intense. On dose celui-ci par spectrophotom6trie. On 
exprime ('activity anti-radicalaire d'une substance en pourcentage d'inhibition du d6veloppement de coloration 
due au diformazan. Par cette m6thode de dosage, les extra its de feuilles d'Hamanrtelis pr6sentent une activity 
40 anti-radicalaire marquee, deux fois sup§rieure en moyenne aux temoins testes, comme la querc6tine ou I'acide 
rosmarinique. 
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Temoins Concentration (mg/ml) % Inhibition 

5 Quercetine 0,01 1 

0,05 31 
0,1 69 

1 98 



Acide rosmarinique 0,01 
15 0,05 

0,1 
0,5 
1 

20 

Extrait hydroalcoolique 
atomise d 1 hamamelis 

25 0,01 

0,05 
0,1 
1 

30 

Au vu de ces activity filtre U.V. et anti-radicalaire, on peut utiliser les extra its obtenus selon ('invention k 
des fins cosmetiques, en particulier pour ta protection de la peau exposee a un ensoleillement prolong^, et 
pour le ralentissement du processus radicalaire de vieillissement. 
35 Les tanins contenus dans les extraits de feuilles d'Hamamelis selon Tinvention conferent a ces extraits des 

proprietes antiprurigineuses, cicatrisantes, adoucissantes et emollientes pour lesquelles les feuilles d'Hama- 
melis sont utilises traditionnellement en usage externe. Les extraits obtenus selon ('invention pr6sentent en 
plus ces activites. 

L'activite veinotonique des feuilles d'Hamamelis est bien connue. Cette activite est due aux substances 
40 phenoliques (tanins, flavonoTdes) contenues dans la plante. Ces substances sont presentes dans les extraits 
selon Tinvention qui possfedent done 6galement une activity veinotonique. 

Les extraits de feuilles d'Hamamelis selon Tinvention peuvent etre utilises sous forme de pommade en 
association avec des excipients comme le monooleate de glycerol, la vaseline, la lanoline, la cire blanche, les 
huiles d'amande, de paraffine, Teau r6unis dans une m§me fonmule ou encore Thuile d'arachide, la lanoline 
45 anhydre, la glycerine, I'amidon de bl6, la cire blanche et Teau. lis peuvent egalementrentrer dans la composition 
de creme dermique en association avec les excipients suivants : cire d'abeilles, paraffine liquide legere, eau, 
vaseline ou lanoline, cire blanche d'abeilles liquide legere, glycerol. 

Des formules de produits solaires peuvent £galement contenir les extraits de Tinvention s'ils sont incorpo- 
r6s dans des emulsions classiques H/E ou E/H ou plus simplement dans des supports huileux. 

so 
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Revendications 



1. Extrait de feuilles d'Hamamelis, caracterise en ce qu'il contient des tanins galliques, des acides phenoli- 
ques tels que Tacide gallique et Tacide cafeique et des flavonoTdes, tels que le kaempf6rol, la quercetine 
et la quercitrine, la teneur moyenne en tanins galliques 6tant de 30 d 40 % et la teneur moyenne en acide 
gallique etant de 0,3 d 5 % par rapport au residu sec de la solution extractive. 
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2. Procede d'obtention d'un extrait de feuilles d'Hamamelis selon la revendication 1 , proc6de caracteris6 en 
ce que I'extrait estobtenu par extraction avec un solvant tel que Teau, l'ac6tone ( un alcanol en C r C 4 , le 
propyleneglycol ou un melange de ces solvants. 

3. Proc6de selon la revendication 2, caracterise en ce que I'extraction est effectu6e d I'aide d'un melange 
alcanol en C^C^eau ou ac6tone/eau, en proportions de 96/4 k 30/70 en volume. 

4. Proc6d6 selon la revendication 2 caracteris6 en ce que Textraction est effectuSe £ I'aide d'un melange 
propyl6neglycol/eau, en proportions de 100/10 d 40/60 en volume. 

5. Proc§d6 selon Tune quelconque des revendications 2 & 4, caract6ris6 en ce que I'extraction est effectu6e 
pendant une duree de 2 d 80 heures. 

6. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 2 6 5, caract6ris§ en ce que I'extraction est statique 
15 ou agit£e. 

7. Proc6de selon I'une quelconque des revendications 2 6 6, caract6ris6 en ce que la quantity de solvant 
utilis§e 6gale 4 & 20 fois le poids de feuilles d*Hamam6lis. 

20 8. Composition cosmStique caract6ris6e en ce qu'elle contient un extrait selon la revendication 1, assocte 
& un ou plusieurs excipients tels que le monooteate de glycerol, le glycerol, la vaseline, ia lanoline, 6ven- 
tuellement anhydre, la cire blanche, la cire d'abeilles, les huiles d'amande et de paraffine, I'huile d'ara- 
chide, la glycerine, I'amidon de bl6 et Teau. 
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